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摘要 : 采用 胶原 酶 消化 法 和 胰 重 白 酶 选择 性 消化 法 分 离 、 培 养 和 纯化 牛乳 腺 上 皮 细 胞 。 形 态 学 观察 表明 ， 
培养 的 细胞 具有 上 典型 的 上 皮 细 胞 形态 特征 ; 染色 体 分 析 绪 采 表 明 ， 培 养 的 细胞 具有 正 第 的 染色 体 数 目 。 通 过 区 
光 人 免疫 细胞 染色 方法 鉴定 了 培养 的 细胞 表达 上 皮 细 胞 特异 的 角 和 集 白 5 和 8。 该 细胞 在 添加 胰岛 系 、 氧 化 可 的 松 
以 及 证 催乳 素 的 无 血清 培养 液 中 诱导 培养 时 ， 用 RT-PCR 方法 检测 到 了 8 - 酷 重 白 基 因 的 转录 。 这 些 结果 表明 ， 























分 离 培养 的 细胞 是 乳腺 上 皮 细 胞 ， 这 些 细 胞 在 诱导 培养 的 条 件 下 能 够 转录 表达 B - 酷 集 日 。 
关键 词 : 牛乳 腮 上 皮 细 胞 ; 细胞 培养 ; 核 型 分 析 ; B- 酪 集 日 转录 
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Isolation, Culture and Biological Characteristics 
of Bovine Mammary Epithelial Cells 
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Abstract: Bovine mammary epithelial cells were isolated and purified by using collagenase digestion of the mammary 
gland tissue for the primary cell culture, and subsequently using trypsin-selected digestion of the cultured cells for cell pu- 
rification. Morphological observation revealed that the cultured cells possessed the typical character of epithelial cells. 
Karyotyping analysis showed the normal chromosome number in cultured cells. The tissue-specific expression of cytokeratin 
3 and 8 genes in mammary epithelial cells was identified by Immunofluorescent cytochemical staining. The transcription of 
the beta-casein gene was detected by RT-PCR, when the purified cells were mduced with insulin, hydrocortisone and pro- 
lactin in the culture medium without serum. The above results indicate that the purified cells are mammary epithelial cells, 
which can transcript beta-casein mRNA in the induction condition . 
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乳腺 生物 反应 天 的 制备 是 生物 工程 领域 人 研 究 的 
热点 ( Houdebine，2000 )。 但 因 其 研究 和 开发 的 周 
期 长 、 成 本 大 、 风 险 高 等 问题 ， 因 此 ， 在 制备 转 基 
因 动 物 之 前 ， 对 乳腺 特异 性 表达 载体 构建 的 合理 性 
和 有 效 性 进行 检测 是 非常 必要 的 〈Sun et al， 
2005 )。 目 前 ， 国 内 外 善 志 采用 受精 卵 显 微 注 射 技 
术 制 作 转 基因 小 鼠 ， 对 转基因 的 表达 水 平 、 组 织 特 
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异性 和 产生 和 集 日 的 活性 进行 分 析 ， 为 家 冀 乳 腺 反应 
从 的 制备 提供 科学 依据 。 但 其 技术 款 琐 、 难 度 大 、 
周期 长 ， 而 且 一 是 的 基因 构件 在 转基因 小 鼠 模 型 中 
的 表达 量 与 大 动物 中 的 表达 量 并 不 一 致 ， 从 而 使 这 
种 方法 的 可 行 性 受到 一 定 的 限制 ( Velander et al， 
1992; Paleyanda et al，1994 )。 乳 脾 上 皮 细 胞 具有 
合成 和 分 泌乳 汁 的 特殊 功能 ， 是 制作 乳腺 生物 反应 
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融 的 靶 细 胞 ， 因 此 ， 可 以 利用 体外 培养 的 、 能 合成 
和 分 记 乳 蛋白 的 乳腺 上 皮 细 胞 来 检测 乳 肿 特 异性 表 
达 载 体 的 功能 ， 具 有 方便 、 快 捷 日 能 够 真实 反映 乳 
腺 表达 载体 在 体内 表达 水 平等 优点 〈Xu et al， 
2003 )。 

乳腺 上 皮 细 胞 培养 的 研究 起 步 较 早 。Ebner et 
al ( 1961 ) 第 一 次 在 体外 成 功 地 培养 了 牛乳 腺 上 皮 
细胞 。 其 后 ,许多 研究 者 相继 分 别 以 硕 官 培养 
(Goodman et al，1983; McGrath et al，1987 ) 或 是 
以 细胞 培养 ( Schmid et al，1983 ) 的 方式 培养 了 乳 
腺 上 皮 细 胞 ， 并 以 它们 为 模型 对 乳 计 的 合成 和 分 变 
机 制 进行 了 研究 。 由 于 乳腺 上 皮 细 胞 是 一 种 高 度 分 
化 的 细胞 ， 必 须 不 断 地 摸索 体外 培养 的 最 佳 条 件 及 
沃 加 因子 的 作用 ， 同 时 乳腺 细胞 在 培养 过 程 中 容 多 
脱离 分 化 ， 必 须 培 养 在 适宜 条 件 下 ， 才 可 维持 其 分 
化 状态 (Thordarson et al，1989 )。 因 此 ， 乳 腺 上 弃 
细胞 的 体外 培养 比较 困难 。 目 前 已 培养 成 功 的 、 能 
够 用 于 乳腺 特异 表达 载体 功能 检测 的 细胞 系 并 不 多 
见 。 因 此 ， 建 立 乳 腺 上 皮 细 胞 分 离 培养 方法 ， 了 解 
体外 培养 细胞 的 形态 特征 和 生物 学 特性 ， 对 进一步 
了 解 泌乳 的 调控 机 理 以 及 作为 一 个 检测 系统 验证 乳 
腺 表达 载体 的 功能 都 具有 重要 意义 (Zheng et al， 
2004 )。 

本 人 研究 采用 胶原 酶 消化 和 胰 酶 选择 性 消化 法 ， 
分 离 培养 了 牛乳 腺 上 皮 细 胞 ， 并 对 其 生长 特性 、 细 
胞 遗传 和 8B- 酷 集 白 表 达 等 相关 特性 进行 了 分 析 和 
鉴定 。 拟 为 进一步 猎 究 牛乳 集 日 基因 表达 调控 机 制 
以 及 检测 乳腺 表达 载体 构建 的 合理 性 和 有 效 性 提供 
有 利 的 条 件 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材 料 

1.1.1 主要 试剂 及 耗材 DMEM/F12 培养 基 为 
Gibeco 产品 ; cDNA 第 一 链 合 成 试剂 盒 为 Invitrogen 
公司 产品 ; 胰 生 日 酶 〈 Trypsin )、 胶 原 酶 [ ( Colla- 
genase type 工 )、 链 霉 重 日 酶 (Pronase )、 氧 化 可 的 
松 ( Hydrocortisone )、 手 催乳 素 〈Prolactin ) 为 Sig- 
ma 产品; DNase 为 Promega 公司 产品 ; 标准 胎 牛 血 
清 为 TBD 产品 ; 胰岛 素 购 自 江 办 万 邦 制药 公司 ; 
无 机 盐 类 及 D-PBS 为 日 本 和 光 试 剂 ; 其 余 试剂 为 国 
产 分 析 纯 。 

1.1.2 培养 液 ”乳腺 上 皮 细 胞 生长 培养 液 : 
DMEM/F12 + 10% FBS+5 ng/mL ECF; 乳腺 上 皮 


























细胞 诱导 培养 液 : DMEM/F12 + 0.4 U/mL Insulin + 
1 ug/mL Hydrocortisone + 4 mg/mL Prolactin 。 
1.2 方 法 
1.2.1 牛乳 腺 上 皮 细 胞 的 分 离 与 纯化 培养 ” 取 本 
地 屠 字 的 健康 黑白 花 奶 牛乳 腺 组 织 ， 置 于 4 % 冰 盒 
中 带 回 实验 室 。 乳 腺 组 织 经 75$ 和 酒精 浸泡 消毒 ， 
分 离 去 除 脂 肪 和 结缔 组 织 后 剪 碎 。 加 入 0.5 儿 胶原 
酶 工 溶液 于 37 “和 120 r/min 条 件 下 消化 处 理 3 h。 
消化 液 用 孔径 200 um 的 细胞 滤器 过 滤 ， 收 集 细胞 
滤液 ，100 g 离心 3 min， 吸 弃 上 清 。 在 沉淀 中 加 
入 含 0.05% 重 日 酶 ( Pronase ) 的 消化 液 甚 浮 细胞 ， 
于 37 “和 120 r/min 条 件 下 消化 30 min，100 g 离 
心 3 min， 吸 弃 上 清 。 用 含有 5% FBS 的 PBS 游 液 
甚 浮 细胞 ，1 500 gx 离心 15 s， 吸 弃 上 清 ， 重 新 悬 
浮 细 胞 ， 此 操作 重复 6 次。 细胞 计数 后 ， 用 乳腺 上 
皮 细 胞 培养 液 悬 浮 细 胞 ， 以 3 x 104 细胞 /em? 的 密 
度 接种 于 直径 6 em 的 培养 下 中 ， 于 37 和 5% 
CO,， 在 饱和 湿度 培养 箱 中 原 代 培养 。 每 日 观察 细 
胞 的 生长 情况 。 竺 细胞 生长 至 80% 一 90% 汇 合 时 ， 
使 用 0.05% 胰 和 蛋白 酶 EDTA 和 37 % 条 件 下 消化 ， 
竺 少量 污染 的 成 纤维 细胞 变 圆 后 即 中 止 消化 ， 轻 轻 
吹 吸 几 次 后 ， 吸 弃 消 化 液 ， 再 用 PBS 洗 3 过， 加 入 
生长 培养 液 ， 继 续 培 养 细胞 至 80% 一 90% 汇 合 度 ， 
重复 上 述 操 作 3 一 4 次 后 ， 即 可 去 除 少量 污染 的 成 
纤维 细胞 ， 得 到 高 纯度 乳腺 上 皮 细 胞 。 
1.2.2 牛乳 腺 上 皮 细 胞 冻 存 和 解冻 复 办 培养 ”用 
0.05% 胰 重担 酶 /EDTA， 在 37 % 条 件 下 ， 消 化 细 
胞 10 min，2 000 r/min 离心 5 min， 收 集 细 胞 ; 加 
入 1nmL 新 鲜 的 培养 液 重 悬 细胞 ， 台 有 盼 蓝 染色 和 血 
球 计 数 板 计数 后 ， 用 冷冻 保护 液 ( 含 20% FBS、 
10% DMSO 的 DMEM/F12 培养 液 ) 调整 细胞 数 至 1 
x 10s 细胞 /mL， 每 个 冷冻 管 中 分 装 1 mL，- 80 5 
冰箱 过 夜 ， 然 后 放 入 液 氮 钢 中 长 期 保存 。 

从 液 须 饶 中 取出 冻 存 管 ， 在 37 5 的 水 浴 中 保 
温 1 一 2 min， 使 其 完全 融化 。 加 入 S mL 培养 液 悬 
浮 细 胞 ，2 000 r/min 离心 5 min， 收 集 细 胞 ; 再 加 
入 SnmEL 生 长 培养 液 重 悬 细胞 ， 将 其 接种 于 6 cm 细 
胞 培养 四 中 ,， 于 37 “和 5% CO,， 在 饱和 湿度 条 件 
下 培养 ， 当 细胞 生长 至 约 70% 一 80% 汇合 度 ， 传 
代 扩 大 培养 。 
1.2.3 生长 曲线 的 绘制 ”将 培养 至 第 $ 代 肪 腺 上 
皮 细 胞 以 2 x 104 细胞 /mL 的 密度 接种 于 12 孔 细 胞 
培养 板 中 ， 每 孔 加 入 0.5 mL， 于 37 CC 和 5% C0，,， 
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在 饱和 湿度 的 培养 箱 中 培养 。 每 天 同一 时 间 用 胰 有 蛋 
白 酶 消化 3 孔 细胞 ， 血 球 计数 板 分 别 计 数 后 ， 求 平 
均值 。 连 续 8 天 。 以 培养 时 间 为 横 坐 标 ，3 孔 细 胞 
的 平均 数 为 纵 坐 标 绘制 细胞 生长 曲线 。 

1.2.4 中 期 分 裂 相 染色 体 的 制备 与 核 型 分 析 牛 
乳腺 上 皮 细 胞 中 期 分 裂 相 染色 体 的 制备 方法 见 Hou 
et al ( 2005 )。 

1.2.5 用 严 光 人 免疫 细胞 染色 法 鉴定 乳 脾 上 皮 细 胞 
采用 免疫 组 化 方法 检测 培养 的 细胞 角 和 蛋白 5 和 8 
的 表达 。 待 检测 的 细胞 在 室温 下 用 4% 多 聚 甲醛 固 
定 30 min， 再 用 含 0.2% TritonX - 100 的 PBS 通 透 
处 理 细 胞 5 min，PBS 清洗 3 次 ,每 次 5 min。 用 含 
10% 山手 血清 的 PBS 封闭 处 理 30 min。 然 后 用 鼠 抗 
人 的 细胞 角 和 蛋白 5 和 8 单 克隆 抗体 ( 1:50 稀 释 ) 于 
室温 下 振荡 鲜 育 1 h，PBS 清洗 3 次 ， 每 次 5 min。 
加 入 FITC 标记 的 山羊 抗 小 鼠 IgG 抗体 (1:50 )， 室 
温 下 避 光 振荡 孵育 30 min，PBS 清洗 3 次， 每 次 5 
min。 骨 加 入 含 贫 化 肉 锋 ( propidium iodide，PI ) 10 





ug/mL 的 PBS， 室 温 下 染 核 10 min。 用 灾 光 显 微 蚀 
观察 结果 ， 同 时 用 牛 成 纤维 细胞 作 阴 性 对 照 。 
1.2.6， 鼠 尾 胶 原 的 制备 与 铺 板 ” 鼠 尾 胶原 的 制备 
与 铺 板 方法 参见 文献 ( OuYang & Qian，2003 )。 
1.2.7 RT-PCR 检测 8 - 栈 集 日 mRNA 水 平 的 表 
达 正常 培养 的 、 放 导 乳 和 蛋白 表达 以 及 转基因 后 ， 
再 诱导 肪 蛋白 表达 培养 的 牛乳 腺 上 皮 细 胞 ， 用 快速 
RNA 抽 提 试剂 盒 提 取 RNA ， 再 经 无 RNA 酶 的 DNA 
酶 处 理 ， 然 后 以 此 RNA 为 模板 ， 用 cDNA 第 一 链 
合成 试剂 盒 合 成 cDNA 第 一 链 。 根 据 Bonsing et al 
(1988 ) 发 表 的 牛 8 - 酷 重 昌 基 因 序 列 和 Baev et al 
(1987 ) 发 表 的 牛 B- 酷 重 白 mRNA 序列 设计 PCR 
引物 ( 表 1)， 检 测 B- 酷 重 日 基因 在 mRNA 水 平 上 
的 表达 。 选 用 甘油 醛 - 3 - 磷酸 脱氧 酶 ( GAPDH ) 
作为 RT-PCR 检测 基因 在 mRNA 水 平 表 达 的 标准 化 
内 参 。 根 据 GAPDH mRNA 序列 ( U85042 ) 设计 引 
物 ( 表 1)。 








表 1 PCR 引物 序列 和 反应 条 件 


Tab. 1 Primer sequence and reactive condition of PCR 





引物 名 称 引物 序列 PCR 反应 条 件 PCR 产物 长 度 
Primer Primer sequence Reactive condition of PCR Length of PCR product (bp) 
牛 8- 酪 重 日 F 5'AGGAACAGCAGCAAACAG 3 94 C 变 性 30 s，55 % 复 性 30 s， 579 
Bovine beta-casein R S'TTTCCAGTCGCAGTCAAT 3’ 72 CC 延伸 1 min 
甘油 醛 - 3 - 低 酸 脱氧 酶 F S$'ACGGCACAGTCAAGGCAGA 3’ 94 % 变 性 30s，56 C 复 性 30s， 376 


GAPDH 


2 结 果 


2.1 牛乳 腺 上 皮 细 胞 的 分 离 和 纯化 培养 

分 离 剪 碎 的 乳腺 组 织 ， 经 过 胶原 酶 消化 3h 后 ， 
成 为 由 100 一 200 个 细胞 组 成 的 细胞 团 ， 再 经 过 和 蛋 
日 酶 作用 30 min 后 ， 大 多 数 的 细胞 团 被 消化 成 单 细 
胞 。 因 此 ， 接 种 培养 的 细胞 是 大 多 数 的 单 细胞 和 人 少 
量 的 较 小 的 细胞 团 的 混合 液 ， 接 种 4 一 5 bh 后 ， 细 胞 
贴 壁 ， 培 养 2 天 后 ， 几 个 至 十 几 个 细胞 聚集 在 一 起 
生长 ， 大 多 数 细胞 为 鹅 咋 石 状 ， 呈 典型 的 上 皮 细 胞 
特征 ( 图 la )。 继 续 培 养 4 天 后 ， 每 个 聚集 生长 的 
上 皮 细 胞 团 被 少量 污染 的 成 纤维 细胞 分 隅 ( 图 lb )。 
然后 ， 用 0.05% 胰 和 焦 日 酶 + 0.02% EDTA 和 37 % 
条 件 下 消化 3 min， 多 数 的 成 纤维 细胞 变 圆 脐 壁 ， 
再 通过 轻 轻 的 吹 打 ， 吸 弃 消化 液 后 ， 大 部 分 的 成 纤 
维 细 胞 便 被 去 除 ， 加 入 新 鲜 的 生长 培 养 液 继 续 培 
养 。 如 此 操作 重复 3 或 者 4 次 后 ， 即 可 得 到 比较 纯 














RS'GTGATGGCGTGGACAGTGG 3 


72 % 延 伸 1 min 


净 的 上 皮 细 胞 〈 图 lc )。 之 后 ,用 0.05% 胰 和 蛋白 酶 
+0.02% EDTA 在 37 % 条 件 下 消化 10 min， 加 入 
10% FBS 的 培养 液 终止 消化 。 离 心 收 集 纯 化 后 的 乳 
腺 上 上皮 细 胞 ， 重 新 接种 培养 ， 以 扩大 培养 ， 用 于 进 
一 步 的 实验 。 
2.2 牛乳 腺 上 皮 细 胞 解冻 复苏 培养 

冻 存 的 牛乳 腺 上 皮 细 胞 解冻 后 ， 培 养 2 h 贴 壁 。 
生长 过 程 中 仍旧 保持 几 个 至 十 几 个 细胞 聚集 生长 的 
特性 ， 细 胞 形态 良好 (图 2 )。 这 一 结果 表明 ， 常 规 
的 细胞 冷冻 保存 及 解冻 复苏 培养 的 方法 也 同样 适 于 
牛乳 腺 上 皮 细 胞 。 
2.3 牛乳 腺 上 皮 细 胞 生长 曲线 

以 培养 天 数 为 横 坐 标 ，3 孔 细 胞 数 的 平均 值 为 
纵 坐 标 绘制 了 牛乳 腺 上 皮 细 胞 生长 曲线 图 (图 3 )。 
生长 曲线 显示 : 牛乳 腺 上 皮 细 胞 生长 清和 留 期 为 0 一 2 
d， 对 数 生长 期 为 2 一 6 d，7 d 后 进入 平台 期 。 结 
表明 ,培养 的 牛乳 腺 上 皮 细 胞 具有 正常 的 分 裂 增殖 
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图 1 分 离 和 纯化 培养 的 牛乳 逐 上 庆 细 胞 〈 相 差 显 微 镜 图 ，x 100 ) 


Fig. 1 Bovine mammary epithelial cells in isolated and purified cujture 


( Contrast microscope, x 100) 


a. 分 离 培养 2 天 的 牛乳 肋 上 皮 细 胞 ; b. 分 离 培 养 6 天 的 牛乳 有 上 皮 细 胞 ;ce. 经 胰 重 日 酶 选择 


性 消化 ， 得 到 比较 纯净 的 牛乳 腺 上 皮 细 胞 。 


a. The bovine mammary epithelial cells in isolated culture for 2 days; b. The bovine mammary epithelial 


cells in isolated culture for 6 days; c. The purified bovine mammary epithelial cells from selective diges- 


tion with trypsin. 





图 2 解冻 培养 的 牛乳 腮 上 皮 细 胞 ( 相差 显微镜 图 ，x 100 ) 


Fig. 2 Bovine mammary epithelial cells in culture after thawing 


( Contrast microscope, x 100) 
a. 解冻 后 接种 于 培养 四 中 的 牛乳 腺 上 皮 细 胞 ; b. 解冻 培养 2 天 的 牛乳 腺 上 皮 细 胞 。 


a. The bovine mammary epithelial cells were replated in dish after thawing; b. The bovine mammary ep- 


ithelial cells were cultured in dish for two days after thawing. 


细胞 数 (1x104/ 和 孔 ) 
Cell number dX 104/well) 
上 





1 2 3 4 S 6 7 8 9 
培养 时 间 Cuture time (d) 


图 3 和牛 乳腺 上 皮 细 胞 的 生长 曲线 


Fig. 3 Growth curve of bovine mammary epithelial cells 


特性 。 
2.4 核 型 分 析 

选择 分 散 恨 好 和 轮廓 清晰 的 30 个 分 裂 相 进行 
统计 分 析 ， 结 果 表 明 27 个 细胞 具有 正常 的 染色 体 
数目 (2n = 60 )， 正 常 率 90% (27/30 )。 图 4 为 其 


中 1 个 分 裂 相 。 
2.5 荧光 免疫 细胞 染色 分 析 细 胞 角 和 蛋白 S 和 8 的 
表达 
应 用 灾 光 人 免疫 细胞 染色 分 析 了 分 离 培 养 并 经 过 
纯化 后 的 乳腺 上 皮 细 胞 的 骨 织 和 蛋白 一 一 角 得 和 白 $ 和 
8 表达 情况 ， 结 末 分 离 培养 的 乳 甩 上 上皮 细 胞 几乎 全 
部 呈 强 阳性 〈 网 $: a，b)， 而 作为 阴性 对 照 的 牛 
成 纤维 细胞 则 呈 阴 性 〈 图 $: ec，d)。 这 一 结果 证 
明 : 分 离 培养 的 细胞 来 源 于 乳腺 上 皮 。 用 RT-PCR 
方法 也 检测 到 细胞 角 和 蛋白 5 和 8 的 mRNA 在 分 离 培 
凶 的 乳腺 上 皮 细 胞 中 表达 ( 未 出 示 结 果 )。 
2.6 ”RT-PCR 检测 PB- 栈 蛋白 mRNA 水 平 的 表达 
培养 的 细胞 在 正常 的 生长 培养 液 中 生长 至 完全 
汇合 后 ， 分 成 两 组 ， 一 组 加 入 诱导 培养 液 进 行 族 导 
培养 ; 男 一 组 则 继续 加 入 正常 的 生长 培养 液 培 养 。 
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图 4 牛乳 腺 上 度 细胞 的 染色 体 〈《2n = 60 ) 
Fig. 4 Chromosome of bovine mammary epithelial 


cells ( 2n = 60) 


两 组 均 分 别 培养 24、48 和 72 hp， 提 取 两 组 细胞 的 
总 RNA， 应 用 RT-PCR 检测 两 组 培养 的 细胞 B - 酷 
重 白 mRNA 的 表达 ， 其 结果 (网 6) 表明: 诱导 培 
养 24、48 和 72 bh 的 细胞 均 检测 到 了 B - 酪 蛋白 
mRNA 的 表达 ; 而 非 诱导 培养 的 细胞 只 有 72h 的 
才 有 极 少量 的 8- 酷 蛋 白 mRNA 表达 。 此 外 ， 我 们 
在 实验 中 还 比较 了 用 鼠 尾 胶原 处 理 过 的 培养 下 和 来 
处 理 的 培养 耿 对 诱导 乳腺 上 皮 细 胞 8 - 酪 蛋白 mR- 
NA 表达 的 有 影响， 其 结果 (图 7) 表明 : 培养 四 是 
否 使 用 鼠 尾 胶原 处 理 对 酪 蛋白 mRNA 的 表达 没有 
明显 的 影响 。 


图 5 细胞 免疫 





染色 法 分 析 体外 培养 的 牛乳 腺 上 皮 细 胞 角 和 蛋白 5 和 8 表达 


Fig. 5 fa 3 & 8 expression in bovine mammary epithelial cells cultured 


in vitro by Immunofluorescence staining analysis 
一 抗 : 小 鼠 抗 人 细胞 角 和 蛋白 5 和 8 单 殉 隆 抗体 ; 二 抗 : FITC 标记 山羊 抗 小 鼠 IgG。 
a，b: 用 抗体 染色 的 纯化 的 牛乳 腺 上 皮 细 胞 〈 x 100) ce，d: 阴性 对 照 ， 用 抗体 染色 的 牛 成 纤 
维 细 胞 〈 x 100 )。 其 中 a，e 为 灭 光 显微镜 图 ; b，d 为 相差 显微镜 图 。 
First antibody: Monoclonal mouse anti-cytokeratin 5 & 8; Second antibody: a Mo IgG (H+L) /FITC. 
a, b. The purified bovine mammary epithelial cells stained with the antibodies, x 100; c, d. Negative 


control, the bovine fibroblast stained with the antibodies x 100. a, c. Fluorescent microscope; b, d. 


Contrast microscope. 


3 讨 论 


乳腺 细胞 的 培养 已 有 半 个 多 世纪 的 历史 ， 在 这 

个 过 程 中 ， 人 们 主要 是 培养 混合 的 乳腺 细胞 ， 这 一 
方面 是 由 于 乳腺 细胞 的 分 离 纯化 十 分 困难 ; 男 一 方 
面 ， 复合 的 细胞 组 成 有 利于 上 皮 细 胞 的 分 化 状态 的 
维持 。 人 然而， 混杂 的 乳腺 细胞 在 传代 过 程 中 往往 把 
上 皮 的 成 分 损失 掉 ， 这 样 便 给 上 皮 细 胞 分 化 增殖 人 研 
究 带 来 极 大 不 便 。 因 此 ， 许 多 人 试图 通过 乳腺 细胞 
的 分 离 培养 得 到 纯化 的 乳腺 上 皮 细 胞 系 ， 但 往往 得 

不 到 好 的 结果 ( Li et al，2000 )。 本 研究 发 现 ， 要 
想 通 过 分 离 培养 得 到 较 纯 的 乳腺 上 皮 细 胞 ， 取 材 是 
最 关键 的 一 步 。 巾 于 乳腺 组 织 与 其 他 组 织 的 颜色 、 
界限 的 分 辨 不 是 十 分 清晰 ， 所 以 取材 过 程 中 一 定 要 
特别 注意 避免 误 取 淋巴 结 、 肌 腿 等 韭 乳 肋 组 织 ， 从 





而 避免 培养 过 程 中 淋巴 细胞 和 成 纤维 细胞 的 污染 。 
另外 ,在 妊娠 的 中 晚期 或 是 哺乳 期 ， 乳 腺 腺 泡 数 量 
最 多 ， 是 乳腺 上 皮 细 胞 取材 的 最 佳 时 期 。 

Ahn 等 采用 低 浓 度 (0.05% ) 的 胶原 酶 I 长 时 
则 (14 bh ) 的 消化 后 ， 再 用 蛋白酶 消化 的 方法 分 离 
了 和牛 的 乳腺 上 皮 细 胞 ， 得 到 了 50 一 100 细胞 组 成 的 
牛乳 腺 上 皮 细 胞 团 ( Ahn et al，1995 )。Novaro 等 
应 用 较 高 浓度 (0.2% ) 的 胶原 酶 A 短 时 间 (3 h) 
消化 结合 高 速 短 时 间 离 心 的 方法 分 离 纯化 了 小 鼠 的 
乳腺 上 皮 细 胞 (Novaro et al，2003 )。 本 人 研究 应 用 
较 高 浓度 ( 0.5% ) 的 胶原 酶 I 消化 3 h 后 ， 再 应 
用 蛋白酶 处 理 并 结合 反复 6 次 高 速 (1 500 g ) 短 
时 间 (15 s ) 离心 的 方法 分 离 并 初步 纯化 了 乳腺 上 
皮 细 胞 ， 得 到 了 较为 理想 的 结果 。 经 过 初步 纯化 的 
细胞 培养 后 ,再 采用 贴 壁 培养 的 上 皮 细 胞 和 成 纤维 
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图 6 ”RT-PCR 检测 牛乳 甩 上 皮 细 胞 8- 酪 蛋白 
mRNA 表达 


Detection of beta-casein mRNA expression in 





Fig. 6 
bovine mammary epithelial cells by RT-PCR 
M: PCR Marker; 1、2 和 3 分 别 为 在 生长 培养 液 中 培养 24、48 和 
72 h 的 牛乳 腺 上 皮 细 胞 ; 4、5 和 6 分 别 为 在 诱导 培养 液 中 培养 24、 
48 和 72 h 的 牛乳 腺 上 上皮 细胞 。 
M: PCR Marker; 1, 2, 3: Bovine mammary epithelial cells cultured in 








growth media at 24, 48 and 72 h, respectively; 4, 5$, 6: Bovine mam- 
mary epithelial cells cultured in induction media at 24, 48 and 72 h, re- 


spectively. 


细胞 对 胰 和 蛋白 酶 的 敏感 性 的 差异 进一步 去 除 污 染 的 
成 纤维 细胞 ， 得 到 了 较为 纯 准 的 乳腺 上 皮 细 胞 。 体 
外 培养 的 乳腺 上 上皮 细 胞 鉴定 通 第 是 鉴别 细胞 的 特异 
性 标志 物 ， 其 中 细胞 骨 染 ， 如 角 和 集 日 ， 是 上 皮 细 胞 
重要 的 标志 和 集 日 。 本 全 究 中 所 使 用 的 鼠 抗 人 细胞 角 
蛋白 5 和 8 单 克隆 抗体 具有 对 上 皮 来 源 的 细胞 呈 阳 
性 反应 的 特性 。 应 用 此 抗体 对 分 离 培养 细胞 的 免疫 
组 化 染色 几乎 全 部 呈 阳 性 的 结果 表明 ， 分 离 培养 的 
细胞 是 乳腺 上 上皮 细胞 。 

体外 培养 的 乳腺 上 皮 细 胞 在 诱导 培养 时 能 够 表 
达 分 泌乳 人 重 日 ， 这 对 研究 乳 重 昌 的 调控 机 理 及 应 用 
它 检测 乳腺 表达 载体 构建 的 合理 性 和 有 效 性 都 具有 
重要 意义 。 乳 腺 上 皮 细 胞 生物 学 功能 的 分 化 取决 于 
细胞 与 胞 外 基质 的 相互 作用 ， 在 泌乳 激素 存在 的 条 
件 下 也 是 如 此 。Emerman et al ( 1977 ) 首先 报道 了 
这 一 现象 之 后 ， 许 多 人 研究 者 也 相继 发 表 了 许多 重要 
的 细胞 与 胞 外 基质 相互 作用 的 实验 结果 。 应 用 鼠 尾 
胶原 处 理 过 的 培养 生 进 行 小 鼠 乳 腺 上 皮 细 胞 的 原 代 
培养 已 经 成 为 一 种 普 衣 采用 的 方法 〈Talhouk et al， 
1993; Shannon & Pitelka, 1981; Sasaki & Enami, 
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图 7 鼠 尾 胶原 处 理 的 培养 下 对 B- 酷 重 白 mRNA 
表达 的 影响 


Fig. 7 Effect of treatment of the culture dish with Rat coll- 





agen type | on expression of beta-casein mRNA 
M: DNA 分 子 量 标准 ; 1: 在 生长 培养 液 中 72 bh 的 牛乳 腺 上 记 细 
胞 ; 2: 在 未 处 理 的 培养 正中 诱导 培养 72 h 的 牛乳 有 上 皮 细 胞 ; 3: 
在 鼠 尾 胶原 处 理 的 培养 中 中 诱导 培养 72 h 的 牛乳 甩 上 皮 细 胞 。 
M: DNA marker; 1: Mammary epithelial cells cultured in growth media 





for 72 h; 2: Bovine mammary epithelial cells cultured in induction media 
on the dish without treatment with rat collagen type | for 72 h; 3: Mam- 
mary epithelial cell cultured in induction media on the dish with rat colla- 


gen type [| for 72 h. 


1996 )。 另 外 ， 体 内 多 种 激素 成 分 共同 作用 于 乳腺 
组 织 ， 促 进 上 皮 细 胞 的 生长 及 分 化 ， 缺 乏 任 何 一 种 
因子 或 激素 ， 其 他 激 厅 也 会 部 分 或 全 部 地 失去 作用 
( Bullock et al，1975 )。 众 乳 素 和 胰 品 系 是 两 种 主要 
的 生 乳 激 系 ， 这 两 种 激 系 在 诱导 乳腺 细胞 分 化 及 维 
持 这 些 细胞 的 功能 方面 的 作用 已 得 到 公认 。 

本 实验 中 使 用 含有 胰 乌 素 、 氧 化 可 的 松 和 催乳 
素 的 诱导 培养 液 ， 对 体外 培养 的 牛乳 腺 上 皮 细 胞 进 
行 了 有 她 和 集 日 诱导 表达 实验 ， 用 RT-PCR 方法 在 mR- 
NA 水 平 检测 到 了 8 - 酷 重 日 的 表达 。 这 个 结果 表 
明 : 本 实验 中 分 离 培 养 的 牛乳 有 上 皮 细 胞 在 胰 乌 
素 、 氧 化 可 的 松 和 催乳 素 同 时 存在 的 条 件 下 ， 上 有 具有 
在 mRNA 水 平 表达 8 - 栈 重 日 的 能 力 。 同 时 在 实验 
中 我 们 也 对 比 了 和 鼠 尾 胶原 对 分 离 培养 的 牛乳 腺 上 皮 
细胞 的 8 - 酪 蛋白 mRNA 表达 的 有 影响， 结果 表明 ， 
鼠 尾 胶原 的 存在 与 否 对 B- 酷 重 白 mRNA 表达 的 影 
啊 不 明显 ， 这 与 Ahn et al ( 1995 ) 报道 的 研究 结 
相 一 致 。 本 实验 只 对 B- 酷 重 日 的 mRNA 的 表达 进 
行 了 检测 ， 而 鼠 尾 胶原 是 否 会 对 其 他 的 乳香 日 的 表 
达 产 生 影响 ， 还 有 竺 于 进一步 探讨 。 
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